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(57) Abstract: Disclosed is a method for detecting 5-niethylcytosine in genomic DNA samples. I^t, genomic DNA from a DNA 
sample is chemically reacted with a reagent, 5-methyIcytosine and cytosine reacting differently. The pre-treated DNA is then ampi- 
fied with primers ftom a different sequence using a polymerase. In the following step, the amplified genomic DNA is hybridised to 
an oligonucleotide array and PCR products are obtained which must be provided with an identifying mark. Alternatively, the PCR 
products can be extended in a Primer Extension Reaction, the extension products also being provided with an identifying mark. The 
last step involves examining the extended oligonucleotides for the presence of the identifying mark. 

(57) Zusammenfossung: Beschrieben wird ein Veifahren zum Nachweis von 5-Methylcytosin in genomischen DNA-Proben. Zu- 
erst wird eine genomische DNA aus einer DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch umgesetzt, wobei 5-Methylcytosin und Cytosin 
unterschiedlich reagieren. Anschliessend wird die vorbehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase rait Primem unterschied- 
licher Sequenz amphfiziert Im nSchsten Schritt wird die amplifizierte genomische DNA auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert 
und PCR-Produkte erhalten, die mit einer Mariderung versehen sein mUssen. Altemaliv kcJnnen die PCR-Produkte in einer Primer 
Extention Reaktion verlangert werden, wobei auch die Verlangerungsprodukte mit einer Maikierung versehen sind. Im letzten SchiiU 
werden die verlSngerten Oligonukleotide auf das Vorhandensein der Maikierung untersucht 
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1 

Verfahren zvibl Kachweis von Cy1:osin-MiethYlierungen 

5 Die vorliegende Erfindung betrif ft ein Verfahren ziam 
Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA- 

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre 
in der Molekularbiologie gut studierten Beobachtungsebe- 

10 nen sind die Gene selbst, die Obersetzung dieser Gene in 
RNA und die daraus entstehenden Prpteine. Wann im Laufe 
der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschal- 
.tet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestiinmter Ge- 
ne in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist 

15 mit Ausmafi und Charakter der Methylierung der Gene bzw. * 
des Genoms korrelierbar . Insofern Suliern sich pathogene 
Zust^nde in einem verSnderten Methylierungsmuster einzel- 
ner Gene oder des Genoms . 

20 5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modifizierte 
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei- 
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkripti- 
on, beim genetischen Imprinting und in der Tumorgenese. 
Die Identif izierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil 

25 genetischer Information ist daher von erheblichem Inte- 
resse. 5-Methylcytosin-Positionen konnen jedoch nicht 
durch Sequenzierung identifiziert werden, da 5- 
Methylcytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten aufweist 
wie Cytosin. Dartiber hinaus geht bei einer PCR- 

30 Amplifikation die epigenetische Information, welche die 
5-Methylcytosine tragen, vollstcindig verloren. 

Eine relativ neue und die inzwischen am haufigsten ange^ 
wandte Methode zur Untersuchung von DNA auf 5- 
35 Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von 

Bisulfit mit Cytosin, das nach anschlieUender alkalischer 
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Hydrolyse in Uracil umgewandelt wird^ welches in seinem 
Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5- 
Methylcytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht 
modifiziert- Damit wird die urspriingliche DNA so \amgewan- 
5 delt, dass Methylcytosin, welches ursprianglich durch sein 
Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden 
warden kann, jetzt durch ,,normale^^ molekularbiologische 
Techniken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise 
durch Amplif ikation und Hybridisierung oder Sequenzierung 

10 nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen 

auf Basenpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der 
Stand der Technik^ was die Empfindlichkeit betrifft^ wird 
durch ein Verfahren definiert^ welches die zu untersu- 
chende DNA in einer Agarose-Matrix einschlieBt, dadurch 

15 die Diffusion und Renaturierung der DNA (Bisulfit rea- 
giert nur an einzelstrSngiger DNA) verhindert und alle 
FSllungs- und Reinigungsschritte durch schnelle Dialyse 
ersetzt (Olek, A- et al., Nucl. Acids. Res. 1996, 24, 
5064-5066) . Mit dieser Methode kSnnen einzelne Zellen un- 

20 tersucht werden, was das Potential der Methode veran- 

schaulicht, Allerdings werden bisher nur einzelne Regio- 
nen bis etwa 3000 Basenpaare Lange unter sucht, eine glo- 
bale Untersuchung von Zellen auf Tausenden von moglichen 
Methylierungsanalysen ist nicht moglich. Allerdings kann 

25 auch dieses Verfahren keine sehr kleinen Fragmente aus 

geringen Probenmengen zuveriassig analysieren. Diese ge- 
hen trotz Dif fusionsschutz durch die Matrix verloren. 

Eine tJbersicht fiber die weiteren bekannten M5glichkeiten, 
30 5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem folgenden 0- 
bersichtsartikel entnommen werden: Rein, T., DePamphilis, 
M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 1998, 26, 2255. 

Die Bisulfit-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen 
35 (z. B. Zechnigk, M. et al., Eur. J. Hum. Gen. 1997, 5, 

94-98) nur in der Forschung angewendet. Immer aber werden 
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kurze, spezifische StUcke eines bekannten Gens nach einer 
Bisulfit^Behandlung amplifziert und entweder komplett se- 
quenziert (Olek, A. und Walter, J.f Nat. Genet. 1997, 17, 
275-276) Oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine 
5 ,,Priiner-Extension-Reaktion^^ (Gonzalgo, M. L. und Jones, 
P. A., Nucl. Acids Res. 1997, 25, 2529-2531, WO-Patent 
9500669) Oder einen Enzymschnitt (Xiong, Z. und Laird, P. 
W., Nucl. Acids. Res. 1997, 25, 2532-2534) nachgewiesen.. 
Zudem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung be- 
10 schrieben worden (Olek et al., WO 99 28498). 

Weitere Publikationen; die sich mit der Anwendung der Bi- 
sulfit-Technik zum Methylierungsnachweis bei einzelnen 
Genen befassen, sind: Xiong, Z. und Laird, P. W. (1997), 

15 Nucl. Acids Res. 25, 2532; Gonzalgo, M. L. und Jones, P. 
A. (1997), Nucl. Acids Res. 25, 2529; Grigg, S. und 
Clark, S. (1994), Bioassays 16, 431; Zeschnik, M. et al. 
(1997), Human Molecular Genetics 6, 387; Teil, R. et al. 
(1994), Nucl. Acids Res. 22, 695; Martin, V. et al. 

20 (1995), Gene 157, 261; WO 97 46705, WO 95 15373 und WO 
45560. 

Eine Obersicht iiber den Stand der Technik in der Oligomer 
Array Herstellung lafit sich aus einer im Januar 1999 er- 

25 schienenen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Ge- 
netics Supplement, Volume 21, January 1999), der dort zi- 
tierten Literatur und dem US-Patent 5994065 fiber Methoden 
zur Herstellung von festen Tragern ftir Zielmolekiile wie 
Oligonukleotide bei vermindertem nichtspezifischem Hin- 

30 tergrundsignal entnehinen. 

Ftir die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind 
vielfach fluoreszent. markierte Sonden verwendet worden. 
Besonders geeignet ftir Fluoreszenzmarkierungen ist das 
35 einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 5' -OH 
der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der 
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hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise tiber ein 
Konfokalmikroskop, Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben 
vielen anderen^ koraraerziell erhSltlich. 

5 Matrix-assistierte Laser Desorptions/Ionisations- 

Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ist eine sehr leistungs- 
fahige Entwicklung fur die Analyse von Biomolekulen (Ka- 
ras, M. und Hillenkamp, F. (1988), Laser desorption ioni- 
zation of proteins with molecular masses exeeding 10000 

10 daltons. Anal. Chem. 60: 2299-2301), Ein Analyt wird in 
eine lichtabsorbierende Matrix eingebettet. Durch einen 
kurzen Laserpuls wird die Matrix verdampft und das Ana- 
lytmolekOl so unfragraentiert in die Gasphase befordert. 
Durch St6Be mit Matrixmolektilen wird die lonisation des 

15 Analyten erreicht- Eine angelegte Spannung beschleunigt 
die lonen in ein feldfreies Flugrohr. Auf Grund ihrer 
verschiedenen Massen werden lonen unterschiedlich stark 
beschleunigt. Kleinere lonen erreichen den Detektor fru- 
her als gr5fiere. 

20 

MALDI-TOF Spektroskopie eignet sich ausgezeichnet zur A- 
nalyse von Peptiden und Proteinen. Die Analyse von Nuk- 
leinsauren ist etwas schwieriger (Gut, I. G. und Beck, S. 
(1995)), DNA and Matrix Assisted Laser Desorption loniza- 

25 tion Mass Spectrometry. Molecular Biology: Current Inno- 
vations and Future Trends 1: 147-157.) Fur Nukleinsauren 
ist die Empfindlichkeit etwa 100 mal schlechter als ftir . 
Peptide und nimmt mit zunehmender FragmentgroBe tiberpro- 
portional ab. Fttr Nukleinsauren, die ein vielfach negativ 

30 geladenes ROckgrat haben, ist der lonisationsprozefi durch 
die Matrix wesentlich inef fizienter. In der MZ\LDI-TOF 
Spektroskopie spielt die Wahl der Matrix eine eminent 
wichtige Rolle. Ftir die Desorption von Peptiden sind ei- 
nige sehr leistungsfahige Matrices gefunden worden, die 

35 eine sehr feine Kristallisation ergeben. Fur DNA gibt es 
zwar mittlererweile einige ansprechende Matrices, jedoch 
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wurde dadurch der Empfindlichkeitsunterschied nicht ver- 
ringert. Der Empfindlichkeitsunterschied kann verringert 
werden, indem die DNA chemisch so modifiziert wird, dass 
sie einem Peptid Shnlicher wird. Phosphorothioatnuklein- 
5 sauren, bei denen die gew5hnlichen Phosphate des Rflck- 

grats durch Thiophosphate substituiert sind, lassen sich 
durch einfache Alkylierungschemie in eine ladungsneutrale 
DNA umwandeln (Gut, I. G. und Beck, S, (1995), A procedu- 
re for selective DNA alkylation and detection by mass 

10 spectrometry. Nucleic Acids Res. 23: 1367-1373) . Die 

Kopplung eines ^charge tags^' an diese modifizierte DNA 
resultiert in der Steigerung der Empf indlichkeit um den 
gleichen Betrag, wie er ftir Peptide gefundeh wird. Ein 
weiterer Vorteil von ,,charge tagging'' ist die erhGhte 

15 Stabilitat der Analyse gegen Verunreinigungen, die den 
' Nachweis unmodifizierter Substrate stark erschweren. 

Genomische DNA wird durch Standardmethoden aus DNA von 
Zell-, Gewebe- oder sonstigen Versuchsproben gewonnen. 
20 Diese Standardmethodik findet sich in Referenzen wie 

Fritsch und Maniatis eds.. Molecular Cloning: A Laborato- 
ry Manual, 1989. 

Harnstoff verbessert die Effizienz der Bisulfit- 
25 Behandlung vor der Sequenzierung von 5-Methylcytosin in 
genomischer DNA (Paulin R, Grigg GW, Davey MW, Piper 
7\A. (1998), Nucleic Acids Res. 26: 5009-5010). 

Aufgabe der vorliegende Erfindung ist es daher eine Ver- 
30 fahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA zur 
VerfQgung zu stellen, welches die Nachteile des Standes 
der Technik tlberwindet. 

Die Aufgabe wird dadurch gel5st, dass ein Verfahren zum 
35 Nachweis von Cytosin-Methylierungen in. DNA zur Verfiigung 
gestellt wird, wobei man folgende Arbeitsschritte aus- 
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fahrt: 

a) eine genomische DNA-Probe wird mit einer LSsung eines . 
Bisulfits (= Hydrogensulfit^ Disulfit) im Konzentrations- 
bereich zwischen 0,1 und 6 mol/l inkubiert, wobei eln de- 

5 naturierendes Reagenz und/oder LSsemittel sowie mindes- 

tens ein Radikalf anger zugegen ist; 

b) die behandelte DNA-Probe wird mit Wasser oder einer 
wassrigen Losung verdtinnt; 

c) die DNA-Probe wird in einer Polymerasereaktion aitipli- 
10 fiziert; 

d) man detektiert, inwieweit sich die Sequenz durch die 
Behandlung nach Schritt a) gegeniiber der genomischen DNA- 
Probe verandert hat und schliefit auf den Methylie- 
rungsstatus zumindest eines Locus in der genomischen DNA- 

15 Probe. 

ErfindungsgemSB bevorzugt ist es dabei, dass das 
denaturierende Reagenz und/oder L5sungsmittel aus der 
folgenden Liste von Verbindungen oder Verbindungsklassen 

20 ausgewahlt ist: 

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte 
Derivate, Harnstoff oder Derivate, Acetonitril, primare 
Alkohole, sekundSre Alkohole, tertiare Alkohole, Diethy- 
lenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether^ Tet- 

25 raethylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiaky- 
lether, Hexaethylenglykoldialkylether, DMSO, THF. 

Bevorzugt ist dabei ferner, dass der Radikalfanger aus 
der folgenden Gruppe von Verbindungen ausgewahlt ist: 

30 Di-, Trihydroxybenzole, Grtintee Extrakt {green tea 

extract) , Pycnogenol (pine bark extract) , Ginkgo Biloba 
Extrakt (EGb 761), Flavonoid-Mischuhg verschiedener 
Frucht- und Gemiiseextrakte (GNLD) , Bio-Normalizer (Sun-0 
Corp), DPPH (l^l-DiphenyI-2-picrylhydra2yl) , NDGA 

35 (Nordihydroguajaret-saure) , Trolox (6-Hydroxy-2, 5, 7, 8- 
tetramethylchroman-2-karbonsaure) , 2, 6-Di-tert- 
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butylphenol, 4-Methyl-di-tert-butylphenol, 4-Methoxy-di- 
tert-butylphenol, 2^ 6-Di-tert-butyl-p-cresol, 3,4- 
Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, Vitamin E^. Vitamin 
Hydrochinon, Ubichinon, Lignane, Hydroxyterpene, Flavo- 
5 hoide, Curcumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge-132 
Bisbetacarboxyethyl-germaniinn-sesquioxid, Superoxid- 
Dismutase (SOD) , Superoxid-Katalase, Alpha-Naphthof lavon, 
, Di (2-methyl-5-chlorophenyl)dithionat und Cu(II)- 
Derivate, Mebendazole CS (Chloroformloslicher) Alkaloid- 
10 Extrakt, 

A- {3r 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-l, 2- 
naphthochinon , 

4- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-l,2- 
naphthochinon, 

15 4* (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1, 2-naphthochinon, 
2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-brom-l, 4- 
naphthochinon , 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-chlor-l, 4- 
naphthochinon, 

20 2- (3, 5"Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-l, 4- 
naphthochinon, 

2- (3, 5~Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-l, 4- 

naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1, 4-naphthochinon, 
25 4- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy"5, 5,8, 8- 

tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 2-anthrachinon, 
4- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 5,8, 8- 
tetramethyl--5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 2-anthrachinon, 
4- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5,5,8,8- 
30 tetramethyl-5 , 6,7, 8-tetrahydro-l , 2-anthrachinon, 

3- Brom-4- (3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5,5,8,8- 
tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 2-anthrachinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) - 
indan-1, 3-dion, 

35 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) -3,4- 
epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalin-l-on, 
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2-.(3, 5-Di-tert"butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) -3^ 4- 
epoxy-3, 4-dimethoxy-3r 4-dihydro-2H-naphthalin-l-on, 
2" (3, 5-Di-tert-butyl-4~hydroxyphenyl) -indan-l-on, 3, 3-Bi- 
[2- (3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -inden-l-on] -3-yl, 
5 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-broin-5, 5, 8, 8- 
tetramethyl-5, 6, 1 , S-tetrahydro-l^ 4-anthrachinon, 
2- (3, 5-Di-tert-butyl-4"hydroxyphenyl) -3-chlor-5, 5,8,8- 
• tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 

2- (3, 5-Di-tert~butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 5,8,8- 

10 tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 

2- (3^ 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy~5, 5,8,8- 
tetraitiethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 
2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5,5,8,8- 
tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 

15 2-Brom-3- (3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5,5,8,8- 
tetramethyl-S, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 
2-Brom-3- (3, 5-dibrom-4-hydroxyphenyl) -5, 5, 8, 8- 
tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 

2- Broni-3- (3-broni-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy- 
20 5, 5, 8, 8 -tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 

3- Brom-2- (3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1, 4- 
anthrachinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4"-hydroxyphenyl) -3-methoxy-l, 4- 
anthrachinon, 

25 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-l, 4- 
anthrachinon, 

5,5,8, 8 -Tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydronaphthalin-l, 3- 
diol, 

3- Methoxy-5, 5, 8, 8 -tetramethyl-5, 6,7,8- 
30 tetrahydronaphthalin-l-ol, 

4- (3-Chlor-5, 5, 8, 8-tetramethyl-l, 4-dioxo-l, 4, 5, 6, 7, 8- 
hexahydroanthracen-2-yl ) -benzoesSure , 

Methyl-4- (3-chlor-5, 5, 8, 8-tetramethyl-l, 4-dioxo- 
1,4,5, 6, 7, 8-hexahydroanthracen-2-yl) -benzoat, 
35 4- (3-Hydroxy-l, 4-dioxo-l, 4-dihydronaphthalin-2-yl) - 
benzoes^ure. 
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Methyl- (3-methoxy-l, 4-dioxo-l, 4-dihydronaphthalin-2-yl) - 
benzoesaure, 

4- {3-Hydroxy-5, 5, 8, 8-tetramethyl-l^ 4-dioxo-l^ 4^ 5, 6, 7,. 8- 
hexahydroanthracen-2-yl ) -benzoesSure ^ 
5 Methyl-4- (3-hydroxy-l^ 4-dioxo-l^ 4-dihydronaphthalin-2-yl- 
azo) -benzoat, 

4- (3-Hydroxy-5^ 5, 8, 8-tetraraethyl-l, 4-dioxo-l, 4,5^6^7,8- 
hexahydroanthracen-2-yl-azo) -benzoesSure, 
3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa*-2, 5-dienyliden) - 
10 5,5,8, 8-tetramethyl-5, 6,7,8- 

tetrahydrocyclopenta [b] naphthalin-1 , 2-dion, 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) - 

5, 5, 8, 8-tetrainethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydroanthracen-3H-l, 2, 4- 

trion, 

15 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 8- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyph€nyl) -3-methoxy-6, 7- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5-methyl- 
20 1,4 -napht hochinon , 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-inethoxy-5-methyl- 

1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-itiethoxy-6-methyl- 
1, 4-naphthochinon, 
25 3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-6-methyl- 
1 , 4 -naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 6- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-5, 6- 
30 dimethyl- 1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 7- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-5, 7- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

35 2- (3, 5-Di-tert*-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-ethylthio-5- 
methyl-1, 4-naphthochinon, 
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2- (3, 5-Di~tert-butyl"4-hydroxyphenyl) -3-ethylthiO"6- 
methyl-1, 4-naphthochinon, 

2- {3^5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -hydroxy- 5, 8- 
dimethyl-ly 4-naphthochinon, 
5 . 2- (3r 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-6, 7- 
dimethyl-l^ 4-naphthochinon, 

2- (3^ 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -hydroxy- 5 -methyl - 
1 , 4 -napht hochinon , 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-5-niethyl- 
10 1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) - 3 -hydroxy- 6 -methyl - 
1, 4-naphthochinon, 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2 -hydroxy- 6-methyl- 
1, 4-naphthochinon, 

15 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 6- 
dimethyl-1^ 4-naphthochinon^ 

2- (3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 6- 
dimethy 1 -1,4 -napht hochinon , 

3- (3r 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-5, 6- 
20 dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 7- 

dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-5, 7- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

25 

Erf indungsgemaS bevorzugt ist dabei, dass man die genomi- 
sche DNA-Probe vor der Behandlung thermisch denaturiert. 

Besonders erfindungsgemSfi bevorzugt ist es, dass man den 
30 Schritt c) in zwei Teilschritten wie folgt durchfiihrt: 

a) eine PGR PrSamplifikation mit mindestens einem Primer- 
paar unterschiedlicher Sequenz, die an eine nach Anspruch 
1 vorbehandelte DNA-Probe unspezifisch hybridisieren und 
daher im PGR Schritt mehr als ein Amplifikat ergeben; 
35 b) eine PGR Amplif ikation des in der Praamplif ikation ge- 
bildeten Produkts mit Primern unterschiedlicher Sequenz, 
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die jeweils zu einem Abschnitt der nach Anspruch 1 vorbe- 
handelten DNA-Probe [(+) -Strang Oder (-) -Strang] iden- 
tisch Oder revers komplementar sind und die zu amplif i- 
zierende DNA spezifisch hybridisieren. 

5 

Es ist erfindungsgemSfi weiterhin bevorzugtr dass man die 
Amplifikation von mehreren DNA-Abschnitten in einem Reak- 
tionsgefaB durchfiihrt. 

10 Bevorzugt ist es erf indungsgemaB aufierdem^ dass man fur 
die Polymerasereaktion eine hitzebestandige DNA- 
Polymerase verwendet, 

Besonders ist es erfindungsgemSB bevorzugt, dass man vor 
15 Schritt c) des erfindungsgemSBen Verfahrens eine Desulfo- 
nierung der DNA durchftlhrt. 

Es ist auch bevorzugt, dass man fiir die Detektion der 
vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf einen Oligonukle- 
. 20 otid Array hybridisiert und man anschlieBend die folgen- 
den Teilschritte ausftihrt: 

a) die amplif izierte genomische DNA wird an mindestens 
ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex hybridi- 
siert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit 
25 ihrem 3'-Ende unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10 

Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer 
Methylierung in der genomischen DNA- Probe zu unter suchen 
sind; 

(b) man das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n 
30 Nukleotiden mittels einer Polymerase mindestens um ein 

Nukleotid yerlSngert, wobei das Nukleotid eine nachweis- 
bare Markierung tragt und die VerlSngerung vom Methylie- 
rungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen 
DNA-Probe abhSngt. 

35 
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Es ist erfindungsgemau bevorzugt,. dass man ftir die Detek- 
tion der vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf einen 
Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschlieBend 
die folgenden Teilschritte ausgeffthrt: 
5 (a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an 
die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer 
Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei 
verschiedenen Spezies besteht und wobei die hybridisier- 
ten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3'-Ende 

10 unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an die 

Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung 
in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen sind und wo- 
bei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine 
zweite Region des Zielmolekxils hybridisiert/ so dass das 

15 5'-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch^ ei- 
ne LUcke von der GrSBe eines Einzelnukleotides Oder bis 
zu 10 Nukleotiden vom 3'-Ende des hybridisierten Oligo- 
nukleotids der ersten Spezies an der Stelle der besagten 
ausgewahlten Position getrennt ist; 

20 (b) man das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekann- 
ter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Polymerase um 
hochstens die Anzahl von Nukleotiden verlSngert/ die zwi- 
schen dem 3'-Ende des Oligonukleotids der 1. Spezies und 
dem.5'-Ende des Oligonukleotids der 2. Spezies liegen, 

25 wobei die Verlangerung vom Methylierungsstatus des jewel- 
ligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt; 
(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer 
Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerasereak- 
tion veriangerte Oligonukleotid der ersten Spezies und 

30 das Oligonukleotid der zweiten Spezies verbunden werden 
und man dadurch ein Ligationsprodukt erhait, sofern im 
vorangehenden Schritt eine Verlangerung des Oligonukleo- 
tids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3'- 
Ende mit vorhandener 3'-Hydroxyfunktion des verlangerten 

35 Oligonukleotids unmittelbar an das 5'-Ende des Oligo- 
nukleotids der zweiten Spezies angrenzt. 
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Dabei ist es erf indungsgemSB besonders bevorzugt, dass 
die verwendeten Oligonukleotide der ersten Spezies 
und/oder die verwendeten Oligonukleotide der zweiten Spe- 
5 zies entweder nur die Basen 1, A und C oder aber die Ba- 
sen T/ A und G enthalten. 

Es ist auBerdem erf indungsgemaB bevorzugt, dass man fur 
die Detektion der vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf 
10 einen Oligonukleotid Array hybridisiert und man anschlie- 
iiend die folgenden Teilschritte ausfiihrt: 

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA an 
mindestens ein Oligonukleotid init bekannter Sequenz von n 
Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex, wobei besagte 

15 hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3'-Ende teilweise 
Oder vollstSndig an die Positionen hybridisieren, die 
hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA- 
Probe zu unter suchen sind; 

(b) man das Oligonukleotid/ sofern es mit seinem 3'- 

20 Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu untersu- 
chenden Position hybridisierte, mittels einer Polymerase 
mindestens um ein Nukleotid verlSngert, wobei mindestens 
ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und die 
Verlangerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cyto- 

25 sins in der genomischen DNA-Probe abhangt. 

Es ist auch erf indungsgem^B bevorzugt, dass man die PCR- 
Produkte und/oder VerlSngerungsprodukte und/oder Ligati- 
onsprodukte fflr die Detektion mit einer nachweisbaren 

30 Markierung versieht. Dabei ist es besonders bevorzugt, 

dass die Markierungen Fluoreszenzmarkierungen und/oder • 
dass die Markierungen Radionuklide sind- Besonders bevor- 
zugt ist es dabei, dass die Markierungen der Nukleotide 
ablOsbare Massenmarkierungen sind, die in einem Mas- 

35 senspektrometer nachweisbar sind. 
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Insbesondere ist es auch bevorzugt^ dass man die PCR- 
Produkte und/oder Veriangerungsprodukte und/oder Ligati-- 
onsprodukte insgesaitit im Massenspektrometer nachweist und 
somit durch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 
5 Bevorzugt ist es erf indungsgemSB auch, dass man jeweils 
ein Fragment der PCR-Produkte und/oder Veriangerungspro- 
dukte und/oder Ligationsprodukte im Massenspektrometer 
nachweist. 

10 Das erf indungsgemaJie Verfahren ist bevorzugt auch dadurch 
gekennzeichnet, dass man das Fragment des PCR-Produkts 
und/oder VerlSngerungsprodukts und/oder Ligationsprodukts 
durch Verdau mit einer Oder mehrerer Exo- oder Endo- 
nukleasen erzeugt. 

15 

Es ist weiterhin bevorzugt, dass man zur besseren Detek- 
tierbarkeit im Massenspektrometer die erzeugten Fragmente 
mit einer einzelnen positiven oder negativen Nettoladung 
versieht . 

20 

Ganz besonders bevorzugt ist es, dass man die PGR- 
Produkte und/oder Veriangerungsprodukte und/oder Ligati- 
onsprodukte mittels Matrix assistierter Laser Desorpti- 
ons/Ionisations Massenspektrometrie (M2\LDI-T0F) oder mit- 
25 tels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detektiert 
und visualisiert . 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist auch derart bevorzugt, 
in dem man die genomische DNA aus einer DNA-Probe erhait, 

30 wobei Quellen ftir DNA z. B- Zelllinien, Blut, Sputum, 

Stuhl, Urin, Gehirn-Rtickenmarks-Fltissigkeit, in Paraffin 
einbettetes Gewebe, beispielsweise Gewebe von Augen, 
Darm, Niere, Hirn, Herz, Prostata, Lunge, Brust oder Le- 
ber, histologische Objekttrager und alle moglichen Kombi- 

35 nationen hiervon umfassen. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
die Verwendung eines erfindungsgemaflen Verfahrens zur Di- 
agnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fiir Pa- 
tienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereig- 
5 nisse mindestens einer der folgenden Kategorien angehS- 
ren: unerwUnschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankun- 
gen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Aggres- 
sionssymptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psy- 
chologische und soziale Konsequenzen von Gehirnschadigun- 

10 gen; psychotische StSrungen und Personlichkeitsstorungen; 
Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskularfe 
Krankheit, Fehlfunktion und Schadigung; Fehlfunktion, 
Schadigung oder Krankheit des gastrointestinalen Traktes; 
Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit" des Atiaungssys- 

15 terns; Verletzung, Entztindung, Infektion, Immunitat 

und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des KSrpers als Abweichung im Entwicklungspro- 
zess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, 
der Muskeln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine 

20 und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; 
Kopfschmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung eines 
erfindungsgemaiJen Verfahrens zur Unterscheidung von Zell- 
25 typen Oder Geweben oder zur Untersuchung der Zelldiffe- 
renzierung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
schliefilich ein Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthal- 
30 tenen Reagenz, denaturierenden Reagenzien oder L5sungs- 

mitteln, sowie Radikalfangern und Primern zur Herstellung 
der Amplifikate, sowie eine Anleitung zur Durchftihrung 
eines Assays nach einem erfindungsgemafien Verfahren. 

35 Die vorliegende Erfindung stellt ein autoraatisierbares 

Verfahren zum Nachweis von Methylcytosin bereit, welches 
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nur Pipettierschritte enthait- Dadurch wird die Effizienz 
bestehender Verfahren in Bezug auf die Einfachheit der 
Handhabung, die Qualitat, die Kosten und vor allem den 
Durchsatz verbessert. 

5 

Beschrieben wird ein automatisierbares Verfahren z\m 
Nachweis von Methylcytosin in genomischen DNA-Proben: 

Die zu analysierende genomische DNA wird bevorzugt aus 
10 den ublichen Quellen fUr DNA erhalten, wie.z. B. Zellli- 
nien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Rackenmarks- 
Fltlssigkeit, in Paraffin eingebettetes Gewebe, beispiels- 
weise Gewebe von Augen, Darm, Niere^ Him, Herz, Prosta- 
ta, Lunge, Brust Oder Leber, histologische ObjekttrSger 
15 und alle mSglichen Kombinationen hiervon. 

Im ersten Schritt des Verfahrens behandelt man die einge- 
setzte DNA bevorzugt mit Bisulfit, {- Disulfit, Hydrogen- 
siilfit) derart, dass alle nicht an der 5-Position der Ba- 
20 se methylierten Cytosine so verandert werden, dass eine 
hinsichtlich dem Basenpaarungsverhalten unterschiedliche 
Base entsteht, wahrend die in 5-Positioh methylierten Cy- 
tosine unverandert bleiben. 

25 Die genomische DNA-Probe denaturiert man besonders bevor- 
zugt vor der Behandlung thermisch. 

Wird ftir die Reaktion Bisulfit im Konzentrationsbereich 
zwischen 0.1 und 6 mol/1 verwendet, so findet an den 
30 nicht methylierten Cytosinbasen eine Addition statt. Fflr 
das erfindungsgemSBe Verfahren mtissen zudem ein denatu- 
rierendes Reagenz oder . LSsungsmittel sowie ein Radikal- 
f anger zugegen sein. 
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Dabei kommen als denaturierende Reagenzien Oder LGsungs- 
mittel bevorzugt die folgenden Verbindungen oder Verbin- 
dungsklassen in Frage: 

5 Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan und substituierte 
Derivate^ Harnstoff oder Deri vat e^ Acetonitril, primSre 
Alkohole^ sekundare Alkohole/ tertiare Alkohole, Diethy- 
lenglykoldialkylether, Triethylenglykoldialkylether, Tet- 
raethylenglykol-dialkylether, Pentaethylenglykoldiaky- 
10 lether, Hexaethylenglykoldialkyletherr DMSO oder THF. 

Als Radikalfanger ist die Gruppe der in Liste 1 aufgelis- 
teten Verbindungen oder deren Derivate vorzugsweise ge- 
eignet. Die anschliefiende alkalische Hydrolyse ftihrt dann 
15 zur Umwandlung von nicht methylierten Cytosin-Nukleobasen 
in Uracil. 

Im zweiten Verfahrensschritt verdilnnt man die behandelte 
DNA-Probe mit Wasser oder einer wSssrigen L5sung. Bevor- 
20 zugt wird anschlieBend eine Desulf onierung der DNA (10-30 
min, 90-100 **C) bei alkalischem pH-Wert durchge ftihrt. 

Im dritten Schritt des Verfahrens amplifiziert man die 
DNA-Probe in einer Polymerasekettenreaktion, bevorzugt 
25 mit einer hitzebestandigen DNA-Polymerase. Die Amplifika- 
tion von mehreren DNA-Abschnitten wird vorzugsweise in 
einem Reaktionsgef aB gemacht. 

Den Verfahrensschritt ftihrt man vorzugsweise in zwei 
30 Teilschritten durch. Man beginnt mit einer PGR PrSampli- 
fikation mit mindestens einem Primerpaar unterschiedli- 
cher Sequenz^ welche die vorbehandelte DNA Probe unspezi- 
fisch hybridisieren und daher im PGR Schritt mehr als ein 
Amplifkat ergeben. Danach ftihrt man eine PGR Amplifikati- 
35 on des in der PrSamplif ikation gebildeten Produkts mit 
Primern unterschiedlicher Sequenz durch, die jeweils zu 
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einem Abschnitt- der vorbehandelten DNA-Probe [(+) -Strang 
Oder (-) -Strang] identisch oder revers komplementar sind 
und die zu ainplif izierende DNA spezifisch hybridisieren. 

5 Dabei ist es klar, dass derartige PrcLamplifikationen hau- 
fig nicht als PGR Reaktionen, sondern als Primerextensi- 
onsreaktionen ausgefUhrt warden,- die keine hit zebe standi - 
ge Polymerase erfordern, 

10 Im letzten Verf ahrensschritt detektiert man, inwieweit 

sich die Sequenz durch die Behandlung mit einem Bisulfit 
enthaltenen Reagenz gegeniiber der genomischen DNA-Probe 
verandert hat und schlieBt auf den Methylierungsstatus 
zumindest eines Locus in der genomischen DNA-Probe. 

15 

Fttr die Detektion werden die PCR-Produkte besonders be- 
vorzugt auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert . 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens ftthrt man 
20 nach der Hybridisierung auf einen Oligonukleotid Array 
die folgenden Teilschritte durch: 

♦* 

a) die amplif izierte genbmische DNA wird an mindestens 
ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex hybridi- 
25 siert, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide mit 
ihrem 3"-Ende unmittelbar oder ira Abstand von bis zu 10 
Basen an die Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer 
Methylierung in der genomischen DNA-Probe zu untersuchen 
sind; 

30 

(b) das Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von- n Nukle- 
otiden wird mittels einer Polymerase mindestens um ein 
Nukleotid veriangert, wobei das Nukleotid eine nachweis- 
bare Markierung tragt und die Verlangerung vom Methylie- 
35 rungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomischen 
DNA-Probe abhangt. 
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In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
ftihrt man nach der Hybridisierung auf einen Oligonukleo- 
tid Array die folgenden Teilschritte durch: 

5 

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden an 
die amplifizierte genomische DNA unter Ausbildung einer 
Duplex, wobei dieser Satz von Oligonukleotiden aus zwei 
verschiedenen Spezies besteht und wobei die hybridisier- 

10 ten Oligonukleotide der ersten Spezies mit ihrem 3'-Ende 
unmittelbar oder im Abstand von bis zu 10 Basen an die 
Positionen angrenzen, die hinsichtlich ihrer Methylierung 
in der genomischen DNA-Probe zu unter suchen sind und wo- 
bei das zweite Oligonukleotid der zweiten Spezies an eine 

15 zweite Region des Zielmolektils hybridisiert, so dass das 
5'-Ende des Oligonukleotids der zweiten Spezies durch ei- 
ne Lticke von der GrOBe eines Einzelnukleotides oder bis 
zu 10 Nukleotiden vom 3'-Ende des hybridisiert en Oligo- 
nukleotids der ersten Spezies an der Stelle der besagten 

20 ausgewahlten Position getrennt ist; 

(b) das Oligonukleotid der ersten Spezies mit bekannter 
Sequenz von n Nukleotiden wird mittels einer Polymerase 
um h5chstens die Anzahl von Nukleotiden verlSngert, die 

25 zwischen dem 3'-Ende des Oligonukleotids der 1. Spezies 
und dem 5'-Ende des Oligonukleotids der 2, Spezies lie- 
gen, wobei die Verlangerung vom Methylierungsstatus des 
jeweiligen Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhSngt; 

30 (c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart einer 
Ligase, wobei das angrenzende, durch die Polymerasereak- 
tion verlSngerte Oligonukleotid der ersten Spezies und 
das Oligonukleotid der zweiten Spezies verbunden werden 
und man dadurch ein Ligationsprodukt erhait, sofern im 

35 vorangehenden Schritt eine VerlSngerung des Oligonukleo- 
tids der ersten Spezies derart erfolgte, dass nun das 3'- 
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Ende mit vorhandener 3'-Hydroxyfunktion des verlangerten 
Oligonukleotids unmittelbar an das 5 '-Ende des Oligo- 
nukleotids der zweiten Spezies angrenzt, welches bevor- 
zugt phosphoryliert vorliegt. 

5 

Die verwendeten Oligonukleotide der ersten Spezies 
und/oder die verwendeten Oligonukleotide der zweiten Spe- 
zies enthalten besonders bevorzugt entweder nur die Basen 
A und C Oder aber die Basen A und G. 

10 

In einer wiederum bevorzugten Variante des Verfahrens 
fuhrt man nach der Hybridisierung auf einen Oligonukleo- 
tid Array die folgenden Teilschritte durch: 

15 (a) man hybridisiert die amplif izierte genomische DNA an 
mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Sequenz von n 
Nukleotiden unter Ausbildung einer Duplex^ wobei besagte 
hybridisierte Oligonukleotide mit ihrem 3 '-Ende teilweise 
Oder vollstSndig an die Positionen hybridisieren^ die 

20 hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen DNA- 
Probe zu untersuchen sind; 

(b) das Oligonukleotid wird/ sofern es mit seinem 
3 "Terminus zuvor ohne Basenfehlpaarungen an die zu unter- 
25 suchenden Position hybridisierte, mittels einer Polymera- 
se mindestens urn ein Nukleotid verl^ngert;- wobei mindes- 
tens ein Nukleotid eine nachweisbare Markierung tragt und 
die Veriangerung vom Methylierungsstatus des jeweiligen 
Cytosins in der genomischen DNA-Probe abhangt, 

30 

Die PCR-Produkte und/oder VerlSngerungsprodukte und/oder 
Ligationsprodukte sind fUr die Detektion besonders bevor- 
zugt mit einer nachweisbaren Markierung versehen. 

35 Vorzugsweise sind die Markierungen der PCR-Produkte 

und/oder Veriangerungsprodukte und/oder Ligationsprodukte 
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Fluoreszenzmarkierungen, Radionuklide Oder ablOsbare Mas- 
senmarkierungen^ die in einem Massenspektrometer nachge- 
wiesen werden. 

5 Die PCR-Produkte und/oder Veriangerungsprodukte und/oder 
Ligationsprodukte konnen vorzugsweise insgesamt im Mas- 
senspektrometer nachgewiesen werden und sind somit durch 
ihre Masse eindeutig charakterisiert. 

10 Besonders bevorzugt weist man jeweils ein Fragment der 

PCR-Produkte' und/oder Veriangerungsprodukte und/oder Li- 
gationsprodukte im Massenspektrometer nach. 

Das Fragment des PCR-Produkts und/oder Veriangerungspro- 
15 dukts und/oder. Ligationsprodukts erzeugt man bevorzugt 
durch Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endo- 
nukleasen. 

Zur besseren Detektierbarkeit im Massenspektrometer wei- 
20 sen die erzeugten Fragmente besonders bevorzugt eine ein- 
zelne positive oder negative Nettoladung auf • 

Die PCR-Produkte und/oder Veriangerungsprodukte und/oder 
Ligationsprodukte detektiert und visualisiert man vor- 
25 zugsweise mittels Matrix assistierter Laser Desorpti- 

ons/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder mit- 
tels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) . 

Das vorliegende Verfahren wird bevorzugt verwendet zur 
30 Diagnose und/oder Prognose von nachteiligen Ereignisse 
fiir Patienten oder Individuen, wobei diese nachteiligen 
Ereignisse mindestens einer der folgenden Kategorien an- 
geharen: unerwunschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkran- 
kungen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; Ag- 
35 gressionssymptorae oder Verhaltensst5rungen; klinische, 

psychologische und soziale Konsequenzen von Gehirnschadi- 
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gungen; psychotische StSrungen und PersSnlichkeitsstorun- 
gen; Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskula- 
re Krankheit^ Fehlfunktion und SchSdigung; Fehlfunktion, 
Schadigung oder Krankheit des gastrointestinalen Traktes; 
5 Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Atmungssys- 
tems; Verletzung, Entziindung, Infektion, Immunitat 
und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des Korpers als Abweichung im Entwicklungspro- 
zess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, 
10 der Muskeln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine 
und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; 
Kopf schmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 

Das neue Verfahren dient ferner besonders bevorzugt zur 
15 Unterscheidung von Zelltypen, Geweben oder zur Ontersu- 
chung der Zelldif ferenzierung. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner ein Kit, 
das ein Bisulfit enthaltenes Reagenz, denaturierende Rea- 
20 genzien oder L5sungsmittel, sowie Radikalfanger gemass 

Liste 1, Primer zur Herstellung der Amplifikate und eine 
Anleitung zur DurchfUhrung eines Assays enthait. 

25 Liste 1: 

Di-, Trihydroxybenzole, Griintee Extrakt (green tea 
extract), Pycnogenol (pine bark extract). , Ginkgo Biloba 
Extrakt (EGb 761), Flavonoid-Mischung verschiedener 
30 Frucht- und GemQseextrakte (GNLD) , , Bio-Normalizer (Sun- 
0 Corp) , 

DPPH (l,l'-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) , NDGA (Nordihydrogu- 
ajaret-saure) , 

Trolox (6-Hydroxy-2, 5,7, 8-tetramethylchroman-2- 
35 karbonsaure) , 
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2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyl-cii-tert~butylphenol, 4-- 
Methoxy-di-tert-butylphenol, 2, 6-Di-tert.-butyl-p-cresol, 
3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vitamin C, Vitamin Vitamin 
Q/ Hydrochinon, Obichinonr Lignane, Hydroxyterpene, Pla- 
5 vonoide, Curcumin, Tannine, Retinsaureverbindungen, Ge- 
132 Bisbetacarboxyethyl-germaniiam-sesquioxid, Superoxid- 
Dismutase (SOD) , Superoxid-Katalase, Alpha-Naphthof lavon, 
, Di (2-methyl-5-chlorophenyl)dithionat und Cu(II)- 
Derivate, Mebendazol, CS (Chloroforml5slicher) Alkaloid- 
10 Extrakt, 

4- (3, 5-Di-'tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-l, 2- 
naphthochinon , 

4- (3, 5-Di-tert'-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-l, 2- 
naphthochinon, 

15 4- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1, 2-naphthochinon, 
2- (3 / 5"-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-brom-l, A- 
naphthochinon, 

2- (3, 5"Di-tert"butyl-4-hydroxyphenyl) -3-chlor-l, 4- 
naphthochinon, 

20 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-l, 4- 

naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-l, 4- 

naphthochinon, 

2- (3, 5"Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) --1, 4-naphthochinon, 
25 4- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 5,8,8- 

tetramethyl-5, 6, 7, S-tetrahydro-l, 2-anthrachinon, 
4- (3, 5~Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 5, 8, 8- 
tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 2-anthrachinon, 
4- (3, 5-"Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5, 5, 8, 8- 
30 tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 2-anthrachinon, 

3- Brom-4"- (3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5, 5, 8, 8- 
tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydro-l, 2-anthrachinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) - 
indan-l,3-dion, 

35 2- (3, 5~Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) -3, 4- 
epoxy-3-hydroxy-4-methoxy-3,4-dihydro-2H-naphthalin-l-on, 
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2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) -3, 4- 
epoxy-3, 4-dimethoxy-3, 4-dihydro-2H-naphthalin--l-on, 
2- (3^ 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -indan-l-on, 3, 3-Bi- 
[2- (3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) •"inden-l-onl-3-yl, 
5 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-brom-5, 5,8,8- 
tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 
2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-chlor-5, 5,8,8- 
tetramethyl-5 ^ 6,7, 8-tet rahydro- 1 , 4 --anthrachinon , 
2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5,5, 8, 8- 

10 tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 5,- 8, 8- 
tetramethyl-S, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 
2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5,5,8,8- 
tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 

15 2-Brom-3- (3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5,5,8,8- 
tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 
2-Brom-3- (3, 5-dibroin-4-hydroxyphenyl) -5, 5, 8, 8- 
tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 

2- Brom-3- (3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy- 
20 5, 5, 8, 8-tetramethyl-5, 6, 7 , 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 

3- Broin-2- (3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1, 4- 
anthrachinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-l, 4- 

anthrachinon, 

25 2- (3, 5~Di-tert--butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-l, 4- 
anthrachinon, 

5, 5, 8, 8-Tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydronaphthalin-l, 3- 
diol, 

3- Methoxy-5, 5,8, 8-tetraniethyl-5, 6, 7, 8- 
30 tetrahydronaphthalin-l-ol, 

4- (3-Chlor-5, 5, 8, 8-tetramethyl-l, 4-dioxo-l, 4,5,6,7,8- 
hexahydroanthracen-2-yl ) -benzoesaure , 

Methyl-4- (3-chlor-5, 5, 8, 8-tetramethyl-l, 4-dioxo- 
1,4,5, 6, 7, 8-hexahydroanthracen-2-yl) -benzoat, 
35 4- {3-Hydroxy-l, 4-dioxo-l, 4-dihydronaphthalin-2-yl) - 
benzoesaure. 
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Methyl- (3 -methoxy-1, 4-dioxo-l/ 4-dihydronaphthalin-2-yl) - 
benzoesSure/ 

4 - ( 3 -Hydroxy- 5,5,8^ 8 - 1 et ramethy 1 -1,4 -dioxo- 1 ,4,5,6,7,8- 
hexahydroanthracen-2-yl) -benzoesSure, 
5 Methyl-4- (3-hydroxy-l, 4-dioxo-l, 4-dihydronaphthalin-2-yl- 

azo) -benzoat, 

4- (3-Hydroxy-5, 5, 8, S-tetramethyl-l, 4-dioxo-l, 4,5, 6, 7, 8- 
hexahydroanthracen-2-yl-azo) -benzoesaure, 
3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) - 
10 5, 5, 8, 8-tetramethyl-5, 6,7,8- 

tetrahydrocyclopenta [b] naphthalin-1 , 2-dion, 

3- (3,5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) - 

5,5,8, 8-tetramethyl-5/ 6, 7, 8-tetrahydroanthracen-3H-l, 2, 4- 

trion, 

15 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 8- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-6, 7- 
dimethyl-1, 4-naphthochlnon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5-methyl- 
20 1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-5-methyl- 
1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-6-inethyl- 
1, 4-naphthochinon, 
25 3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-6-]iiethyl- 
1, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 6- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon, 

3- (3, 5-Di-tert-butyI-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-5, 6- 
30 dimethyl-1 , 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 7- 
dimethyl -1,4 -naphthochinon , 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-5, 7- 
dimethyl-l, 4-naphthochinon, 

35 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-ethylthio-5- 
methyl-l, 4-naphthochinon, 
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2" (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-ethylthio-6- 
methyl-l, 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-'tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-"hydroxy-5, 8- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon, 
5 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-6, 7- 
dimethyl-1;. 4-naphthochinon, 

2- (3^ 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5-methyl- 
1, 4-naphthochinon^ 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) "-2"hydroxy-5-methyl- 
10 1^ 4-naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl} -3-hydroxy-6-methyl- 
1, 4-naphthochinon, 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-6-methyl- 
1 , 4 -naphthochinon , 

15 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 6- 
dimethyl-1^ 4-naphthochinon, 

2- (3-Broni-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-5, 6- 
dimethyl-l, 4-naphthochinon, 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-5, 6- 

20 dimethyl-l, 4 -naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) "3-hydroxy-5,7- 
dimethyl-1, 4 -naphthochinon, 

3- (3, 5-Di~tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-5,7- 
dimethyl-1, 4-naphthochinon. 

25 



Das folgende Beispiel erlSutert die Erfindung. 

30 Beispiel: 

Automatisierte DurchfUhrung der Bisulfitreaktion, 

Im vorliegenden Beispiel wird die Anwendung des Verfah- 
rens zum Nachweis des Methylierungsstatus von Cytosinen 
35 im Faktor VIII-Gen einer genomischen DNA-Probe, die mit 
einer Restriktionsendonuclease nach Angabe des Herstel- 
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lers behandelt wurde, beschrieben. Das Verfahren beruht 
auf dem Einsatz eines automat ischen Pipettiersystems (MWG 
RoboSeq 4204) mit vier separat vertikal beweglichen Adap- 
tern fClr austauschbare Pipettierspitzen, die Kreuzkonta- 
5 minationen ausschliefien. Das Pipettier system ermSglicht 
das ' Pipettieren von lOOjil mit einem Fehler von weniger 
als ±2vil- Die Arbeitsplatte des automatischen Pipettier- 
systems ist mit sechs Gestellen ftir Pipettierspitzen und 
acht Pipettierpositionen, von denen zwei gekiihlt werden 

10 konnen, einem ktihlbaren Reagenziengestell, einem Stapel- 
system fiir 10 Mikrotiterplatten, einer Pipettierspitzen- 
waschstation und einer Vorrichtung zur Trennung der Pi- 
pettierspitzen vom Adaptor ausgertistet. Das automatische 
Pipettiersystem ist tlber eine serielle Schnittstelle mit 

15 einem Computer verbunden und wird (iber ein Softwarepro- 
gramm, das die freie Programmierung aller ftir zur Anwen- 
dung des Verfahrens notwendigen Pipettierschritte er- 
laubt^ gesteuert. 

20 Im ersten Verfahrensschritt wird von Hand ein Aliquot der 
DNA-Probe in eine von 96 frei wShlbaren Posit ionen einer 
Mikrotiterplatte pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird 
anschlieBend unter Verwendung eines Eppendorf Mastercyc- 
lers zur Denaturierung der vorbehandelten DNA-Probe auf 

25 96^C erwarmt. Die Mikrotiterplatte wird dann in das auto- 
matische Pipettiersystem uberfahrt. In alle Positionen^ 
die DNA enthalten, werden programmgesteuert nacheinander 
aus dem Reagenziengestell Aliquots eines denaturierenden 
Agens (Dioxan) ^ einer 3,3 molaren Natriumhydrogensulfit- 

30 15sung, und einer L6sung eines Radikalfangers in dem ver- 
wendeten denaturierenden Agens hinzu pipettiert. An- 
schlieBend wird die Mikrotiterplatte im Eppendorf Master- 
cycler inkubiert, dass in der DNA-Probe unter Einwirkung 
des Natriumhydrogensulfits alle unmethylierten Cytosin- 

35 reste in ein Bisulfitaddukt umgewandelt werden- 
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Nach der Bisulfitbehandlung wird die Mikrotiterplatte aus 
dem Thermocycler in das automatische Pipetiersystem uber- 
ftihrt. Es wird eine zweite Mikrotiterplatte desselben 
Typs vorgelegt. In alle Kammern, deren Squivalente Posi- 
5 tion auf der ersten Mikrotiterplatte eine bisulfitbehan- 
delte DNA-Probe enthalt, wird zuerst ein basischer Tris- 
HCl Puffer (pH 9,5) und anschlieJiend wird ein Aliquot der 
bisulfitbehandelten DNA in die entsprechende Position der 
zweiten Mikrotiterplatte tlbertragen. In der basischen LO- 
10 sung werden die Bisulf itaddukte der nichtmethylierten Cy- 
tosinreste zu Uracilresten umgewandelt. 

Die gezielte Amplifikation eines Stranges (im vorliegen- 
den Beispiel der sense-Strang) der bisulfitbehandelten 

15 DNA erfolgt durch eine Polymerasekettenreaktion (PGR) . Es 
wird ein Primerpaar des Typs 1 (AGG GAG TTT TTT TTA GGG 
AAT AGA GGG A {SEQ-ID:1) und TAA TCC CAA AAC CTC TCC ACT 
ACA ACA A (SEQ-ID:2)) verwendet^ das die spezifische 
Amplifikation eines erfolgreich bisulfitbehandelten DNA- 

20 Strangs, nicht jedoch eines DNA-Strangs, dessen nichtme- 
tylierte Cytosinreste nicht oder unvollstSndig in Uracil- 
reste umgewandelt wurden, erlaubt. Fiir die PCR-Reaktion 
wird im automatischen Pipettiersystem eine dritte Mikro- 
titerplatte desselben Typs vorgelegt. In alle Kammern, 

25 deren aquivalente Positionen auf der ersten Mikroti- 
terplatte eine bisulf itbehandelte DNA-Probe enthalt, wird 
zuerst ein Aliquot einer StammlSsung, die einen PCR- 
Puffer, eine DNA-Polymerase und Primer des Typs 1 ent- 
halt, automatisch pipettiert. Danach wird automatisch aus 

30 jeder Position der zweiten Mikrotiterplatte ein Aliquot 
der verdtinnten bisulfitbehandelten DNA in die entspre- 
chende Position der dritten Mikrotiterplatte flbertragen^ 
bevor diese zur Durchfflhrung der PCR-Reaktion in den Cyc- 
ler tiberfflhrt wird- Das PCR-Produkt wird durch Agarosege- 

35 lelektrophorese und anschlieJiende Anfarbung mit Ethidi- 
umbromid identifiziert (Fig. 1) . Figur 1 zeigt das Gel- 
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bild eines PCR-amplif izierten bisulf itbehandelten DNA- 
Stranges (links: Molekulargewichtsmarker, rechts: PCR- 
Produkt) 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methyliertmgen in 
5 DNA, dadurch gekennzeichnet, dass man folgende 

Arbeitsschritte ausfiihrt: 

a) eine genomische DNA-Probe wird mit einer Losxing 
eines Bisulfits (= Hydrogensulf it, Disulfit) im Kon- 
10 zentrationsbereich zwischen 0,1 xand 6 mol/1 inku- 

biert, wobei ein denaturierendes Reagenz und/oder L6- 
semittel sowie mindestens ein Radikalfanger zugegen 
ist; 

15 b) die behandelte DNA-Probe wird mit Wasser oder ei- 

ner wassrigen Ldsung verdiinnt; 

c) die DNA-Probe wird in einer Polymerasereaktion • 
amplifiziert; 

20 

d) man detektiert, inwieweit sich die Sequenz durch 
die Behandlung nach Schritt a) gegeniiber der genomi- 
schen DNA-Probe verandert hat und schliesst auf den 
Methylienmgsstatus ziimindest eines Locus in der ge- 

25 nomischen DNA-Probe - 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das denaturierende Reagenz und/oder Losungsmit- 
tel aus der folgenden Liste von Verbindungen oder 

30 Verbindungsklassen ausgewahlt ist: 

Polyethylenglykoldialkylether, Dioxan xind substitu- 
ierte Derivate, Hams toff oder Derivate, Acetonitril, 
primare Alkohole, sekundare Alkohole, tertiare Alko- 
35 hole, Diethyl englykoldialkylether, Triethylenglykol- 

dialkylether, Tetraethylenglykol-dialkylether, Pen- 
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taethylenglykoldiakylether , Hexaethylenglykoldialky- 
lether, DMSO, THF. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Radikalf anger aus der folgenden 
Gruppe von Verbindungen ausgewahlt ist; 

Di-, Trihydroxybenzole/ Gruntee Extrakt (green tea 
extract) , Pycnogenol (pine bark extract) , Ginkgo Bi- 
loba Extrakt (EGb 761) , Flavonoid-Mischung verschie- 
dener Frucht- und Gemiiseextrakte (GNLD) / Bio- 
Normalizer (Stm-0 Coip) , DPPH (1, l-Diplienyl-2- 
picrylhydrazyl) , NDGA (Nordihydrogioajaret-saure) , 
Trolox { 6 -Hydroxy- 2,5,7,8- tetramethylchroman- 2 - 
karbonsS.nre) , 2,6-Di-tert-butylphenol, 4-Methyl-di- 
tert-butylphenol, 4-Methoxy-di-tert-butylphenol, 2,6 
Di-tert -butyl -p-cresol, 3,4-Dihydroxybenzoesaure, Vi 
tamin C, Vitamin E, Vitamin Q, Hydrochinon, Dbichi- . 
non, Lignane, Hydroxy terpene, Flavonoide, Curcumin, 
Tannine, Retinsaxireverbindtingen, Ge-132 Bisbetacarbo 
xyethyl-germanim- sesquioxid, Superoxid-Dismutase 
(SOD) , Superoxid-Katalase, Alpha -Naphthoflavon, , 
Di ( 2 -methyl - 5 - chlorophenyl ) di thionat und Cu ( II ) - 
Derivate, Mebendazole, CS (Chlorof ormloslicher) Alka 
loid- Extrakt, 

4- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) - 3 -hydroxy- 1, 2- 
naphthochinon , 

4 - ( 3 , 5 -Di - ter t -butyl -4 -hydroxyphenyl ) - 3 -me thoxy- 1,2- 
naphthochinon , 

4- (3, 5 -Di-tert-butyl-4 -hydroxyphenyl) -1,2- 
naphthochinon , 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-brom-l,4- 
naphthochinon , 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-chlor-l,4- 
naphthochinon , 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-l,4- 
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naphthochinon , 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy-l,4- 

naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1,4- ^ 
naphthochinon , 

4 - ( 3 , 5 -pi - tert -butyl - 4 -hydroxypheny 1 ) - 3 -hydroxy- 
5 , 5 , 8 , 8 - 1 etramethyl- 5 , 6 , 7 , 8 - tetrahydro- 1 , 2 - 
anthrachinon , 

4- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy- 
5,5,8,8- tet ramethyl -5,6,7,8- te t rahydro- 1 , 2 - 
anthrachinon , 

4- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -5,5,8,8- 

tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 2-anthrachinon, 

3 -Brom-4 - (3,5 -di- tert-butyl-4 - hydroxypheny 1 ) - 5 , 5 , 8 , 8 

tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 2-anthrachinon, 

2- (3 , 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) - 

indan- 1 , 3 -dion, 

2- (3 , 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) - 
3 , 4-epoxy-3 -hydroxy-4-methoxy-3 , 4-dihydro-2H- 
naphthal in- 1 - on , 

2- (3 , 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) - 
3 / 4 - epoxy - 3 , 4 - dime thoxy- 3 , 4 - dihydro - 2H - naphthal in- 1 - 
on, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -indan-l-on, 
3,3-Bi- [2- (3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -inden- 

1- onl-3-yl, 

2 - ( 3 , 5 -Di - tert -butyl - 4 -hydroxyphenyl ) - 3 -brom- 5,5,8,8 
te tramethy 1 -5,6,7,8- tet rahydro -1,4- anthrachinon , 
2 - ( 3 , 5 -Di - tert -butyl - 4 -hydroxyphenyl ) - 3 - chlor- 
5,5, 8, 8-tetramethyl-5, 6,7, 8-tetrahydro-l,4- 
anthrachinon, 

2- (3, 5 -Di- tert -butyl -4 -hydroxyphenyl) -3-methoxy- 
5, 5, 8, 8-tetraraethyl-5,6,7, 8-tetrahydro-l,4- 

anthrachinon , 

2- (3, 5 -Di- tert -butyl -4 -hydroxyphenyl) -3-hydroxy- 
5,5, 8, 8-tetraraethyl-5, 6,7, 8-tetrahydro-l,4- 
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anthrachinon , 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxypheiiyl) -5,5,8,8- 
tetramethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydro-l, 4-anthrachinon, 
2-Brom-3- (3-brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) - 
5 , 5 , 8 , 8 - tetramethyl-5 , 6 , 7 , 8- tetrahydro-1 , 4- 
anthr achinon , 

2-Brom-3- (3 , 5-dibrora-4-hydroxyphenyl) -5,5,8,8- 
t e trame thy 1 -5,6,7,8- 1 et rahydro -1,4- anthrachinon , 

2- BroTn-3- (3-broin-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3- 
hydroxy- 5,5,8,8- tetrame thyl -5,6,7,8- tet rahydro- 1,4- 
anthrachinon , 

3- Brom-2- (3, 5-di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -1,4- 
ant hrachinon , 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-l,4- 
anthrachinon , 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydro3qrphenyl) - 3 -hydroxy- 1,4- 
anthrachinon , 

5,5,8,8- Tet ramethyl -5,6,7,8- 1 e trahydronaphthalin- 1,3- 
diol, 

3 -Methoxy- 5,5,8,8- tetramethyl- 5 ,6,7,8- 
t e trahydronaphthal in- 1 - ol , 

4- (3-Chlor-5, 5, 8,8-tetraraethyl-l,4-dioxo-l,4,5, 6,7, 8- 
hexahydroanthracen-2-yl) -benzoesaure , 

Methyl - 4 - ( 3 - chlor- 5,5,8,8- tetramethyl -1,4- dioxo - 

1,4,5,6,7,8 -hexahydroanthracen-2 -yl ) -benzoat , 

4- (3-Hydroxy-l,4-dioxo-l,4^dihydronaphthalin-2-yl) - 

benzoes&ure. 

Methyl- {3-metho3Qr-l, 4-dioxo-l, 4-dihydroIlaphthalin-2- 
yl) -benzoesS.\ire, 

4 - ( 3 -Hydroxy- 5,5,8,8- tetramethyl -1,4- dioxo - 
1,4,5,6,7,8 -hexahydroanthracen- 2 -yl ) -benzoesSure , 
Methyl -4 - ( 3 -hydroxy- 1 , 4 -dioxo- 1 , 4 -dihydronaphthalin- 

2- yl-a2o) -benzoat, 

4- {3-Hydroxy-5, 5, 8, 8-tetraTnethyl-l,4-dioxo- 
l , 4 , 5 , 6 , 7 , 8 -hexahydroanthracen- 2 -yl - azo ) -benzoesaiire , 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2, 5-dienyliden) - 
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5,5,8, 8- tetramethyl-5 ,6,7,8- 
tetrahydrocyclopenta [b] naphthalin-l , 2-dion, 
3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-oxocyclohexa-2,5-'dienyliden) - 
5,5,8,8- 1 e t rame thyl -5,6,7,8- tetrahydroanthracen- 3H- 
5 1,2,4-trion, 

2 - ( 3 , 5 -Di - tert -butyl - 4 -hydroxyphenyl ) - 3 -methoxy- 5,8- 
dimethyl - 1 , 4 -naphthochinon, 

2 - ( 3 , 5 -Di - tert -butyl - 4 - hydroxyphenyl ) - 3 -methoxy- 6,7- 
dime thy 1 -1,4- naphthochinon , 
10 2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5- 

me thy 1 -1,4- naphthochinon , 

2- (3, 5 -Di- tert -butyl -4 -hydroxyphenyl) -2-methoxy-5- 
methy 1 -1,4 -naphthochinon , 

2- (3^ 5 -Di-tert-butyl-4 -hydroxyphenyl) -3-inethoxy-6- 
15 methyl-1 , 4 -naphthochinon, 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-methoxy-6- 
methyl-1 , 4 -naphthochinon, 

2- (3 , 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 6- 
dime thyl -1,4 -naphthochinon , 
20 , 3- (3, 5 -Di- tert -butyl -4 -hydroxyphenyl) -2-methoxy-5, 6- 
dime thyl -1,4- naphthochinon , 

2- (3, 5 -Di- tert -butyl-4 -hydroxyphenyl) -3-methoxy-5, 7- 
dimethyl -1,4 -naphthochinon , 

3 - ( 3 , 5 -Di - tert -butyl - 4 -hydroxyphenyl ) - 2 -methoxy- 5,7- 
2 5 dimethyl -1,4 -naphthochinon , 

2- (3, 5 -Di- tert -butyl -4 -hydroxyphenyl) -3-ethylthio-5- 
methyl - 1 , 4 -naphthochinon, 

2 - ( 3 , 5 -Di - tert -butyl - 4 - hydroxyphenyl ) - 3 - ethyl thio - 6 - 
methyl-1 , 4 -naphthochinon, 
30 2-(3,5-Di- tert -butyl - 4 -hydroxyphenyl ) - 3 -hydroxy- 5,8- 

dimethyl-1 , 4 -naphthochinon, 

2 - ( 3 , 5 -Di - tert -butyl - 4 -hydroxyphenyl ) - 3 -hydroxy- 6,7- 
dimethyl -1,4 - naphthochinon, 

2 - ( 3 , 5 -Di - tert -butyl - 4 -hydroxyphenyl ) - 3 -hydroxy- 5 - 
35 methyl-1, 4 -naphthochinon, 

3 - { 3 , 5 -Di - tert -butyl - 4 -hydroxyphenyl ) - 2 -hydroxy- 5 - 
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methyl -1,4 -naphthochinoni 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyplieiiyl) - 3 -hydroxy- 6- 
methyl -1,4 -naphthochinon, 

3- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -2-hydroxy-6- 
5 methyl -1,4 -naphthochinon, 

2- (3,5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) - 3 -hydroxy- 5, 6- 
dime thyl -1,4 -naphthochinon , 

2- (3-Brom-5-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3-hydroxy- 
5 , 6 -dimethyl - 1 , 4 -naphthochinon, 
10 3-(3,5-Di- tert -butyl - 4 -hydroxyphenyl ) - 2 -hydroxy- 5,6- 

dimethyl -1,4 -naphthochinon, 

2- (3, 5-Di-tert-butyl-4-hydroxyphenyl) -3 -hydroxy- 5, 7- 
dimethyl -1,4 -naphthochinon, 

3- (3, 5 -Di- tert -butyl -4 -hydroxyphenyl) - 2 -hydroxy- 5, 7- 
1 5 dimethyl -1,4 -naphthochinon - 

4. Verfahren nach einem der voranstehenden Aaspruche, 
dadurch gekennzeichnet, dass man die genomische DN2^- 
Probe vor der Behandlung theimisch denaturiert. 



20 



Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass 
man den Schritt c) in zwei Teilschritten wie folgt 
durchf uhrt : 



25 a) eine PCR Praamplif ikation mit mindestens einem 

Primeirpaar unterschiedlicher Sequenz, die an eine 
nach Anspruch 1 vorbehandelte DNA-Probe \mspezif isch 
hybridisieren tand daher im PCR Schritt mehr als ein 
Amplif ikat ergeben; 

30 

b) eine PCR Amplif ikation des in der PrSaitiplif ikation 
gebildeten Prodtikts mit Primem unterschiedlicher Se- 
quenz, die jeweils zu einem Abschnitt der nach An- 
spruch 1 vorbehandelten DNA-Probe [(+) -Strang oder (- 
35 ) -Strang] identisch oder komplementar sind und die zu 

amplif izierende DNA spezifisch hybridisieren. 
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6. Verfahren nach einera der vorangehenden Anspiriiche, da- 
durch gekeiuizeichnet, dass man die Atttplifikation von 
mehreren DNA-Abschnitten in einem ReaktionsgefaS 

5 durchf uhrt . 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet/ dass man filr die Polymerase- 
reaktion eine hitzebestandige DNA- Polymerase verwen- 

10 det- 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dass man vor Schritt c) des An- 
spruchs 1 eine Desulfonierung der DNA durchf uhrt. 

15 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprtiche, da- 
durch gekennzeichnet, dass man fur die Detektion der 
vorbehandelten DNA die PCR-Produkte auf einen Oligo- 
nukleotid Array hybridisiert und man anschlieSend die 

20 folgenden Teilschritte ausfiihrt: 

a) die amplif izierte genomische DNA wird an mindes- 
tens ein Oligonukleotid unter Ausbildung einer Duplex 
hybridisiert, wobei besagte hybridisierte Oligoniikle- 
25 otide mit ihrem 3^-Ende unmittelbar oder im Abstand 

von bis zu 10 Basen an die Positionen angrenzen, die 
hinsichtlich ihrer Methylierung in der genomischen 
DNA- Probe zu vintersuchen sind; 

30 (b) man das Oligoniikleotid mit bekannter Sequenz von 

n Nukleotiden mittels einer Polymerase mindestens urn 
ein Nukleotid verlangert, wobei das Nukleotid eine 
nachweisbare Markierung tragt und die VerlSngerung 
vom Methylierungsstatus des jeweiligen Cytosins in 

35 der genomischen DNA- Probe abhangt. 
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10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8 dadurch 
gekennzeichnet, dass man fiir die Detektion der vorbe- 
handelten DNA die PCR-Produkte auf einen Oligoniikleo- 
tid Array hybridisiert und man anschlieSend die fol- 
5 genden Teilschritte ausgefiihrt: 

(a) man hybridisiert einen Satz von Oligonukleotiden 
an die amplif izierte genomische DNA xmter Ausbildxong 
einer Duplex, wobei dieser Satz von Oligoniikleotiden 
aus zwei verschiedenen Spezies besteht imd wobei die 
hybridisierten Oligonukleotide der ersten Spezies mit 
ihrem 3'-Ende immittelbar oder im Abstand von bis zu 
10 Basen cui die Positionen angrenzen, die hinsicht- 
lich ihrer Methyliening in der genomischen DNA-Probe 
zu \mtersuchen sind und wobei das zweite Oligonukleo- 
tid der zwei ten Spezies an eine zweite Region des 
Zielmolekiils hybridisiert, so dass das 5<-Ende des 
Oligonukleotids der zweiten Spezies d\irch eine Lflcke 
von der GroSe eines Einzelnukleotides oder bis zu 10 
Nukleotiden vora 3'-Ende des hybridisierten Oligo- 
nukleotids der ersten Spezies an der Stelle der be- 
sagten ausgewahlten Position getrennt ist; 

(b) man das Oligonukleotid der ersten Spezies mit be- 
kannter Sequenz von n Nukleotiden mittels einer Poly- 
merase um h5chstens die Anzahl von Nukleotiden ver- 
langert, die zwischen dem 3^-Ende des Oligonukleotids 
der 1. Spezies \xnd dem B^-Ende des Oligonukleotids 
der 2 . Spezies liegen, wobei die VerlSngerxing vom Me- 
thylienmgsstatus des jeweiligen Cytosins in der ge- 
nomischen DNA- Probe abhangt; 

(c) man inkubiert die Oligonukleotide in Gegenwart 
einer Ligase, wobei das angrenzende, durch die Poly- 

35 merasereaktion verlangerte Oligonukleotid der ersten 

Spezies und das Oligonukleotid der zweiten Spezies 



10 
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verbunden werden vind man dadiirch ein Ligationsprodxikt 
erhait, sofem im vorangehenden Schritt eine Verlan- 
gemng des Oligonukleotids der ersten Spezies derart 
erfolgte, dass nxm das 3^-Ende mit vorhandener 3^- 
5 Hydroxyfunktion des verlangerten Oligonukleotids un- 

mittelbar an das 5"-Ende des Oligonxakleotids der 
zweiten Spezies angrenzt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, 
10 dass die verwendeten Oligonukleotide der ersten Spe- 

zies und/oder die verwendeten Oligonukleotide der 
zweiten Spezies entweder nur die Basen T, A und C o- 
der aber die Basen T, A xind G enthalten* 



15 12- Verfahren nach einem der AnsprGche 1 bis 8, dadurcdi 
gekennzeichnet, dass man fur die Detektion der vorbe- 
handelten DNA die PCK-Produkte auf einen Oligonufcleo- 
tid Array hybridisiert und man anschlieSend die fol- 
genden Teilschritte ausftlhrt: 

20 

(a) man hybridisiert die amplifizierte genomische DNA 
an mindestens ein Oligonukleotid mit bekannter Se- 
quenz von n Nukleotiden unter Ausbildung einer 
Duplex, wobei besagte hybridisierte Oligonukleotide 
25 mit ihrem 3'-Ende teilweise oder vollstandig an die 

Positionen hybridisieren, die hinsichtlich ihrer Me- 
thylierung in der genomischen DNA-Probe zu imtersu- 
Chen sind; 

30 (b) man das Oligonukleotid, sofem es mit seinem 3"- 

Terminus zuvor obne Basenf ehlpaainjngen an die zu un- 
tersuchenden Position hybridisierte, mittels einer 
Polymerase mindestens vmi ein Nukleotid verlSngert, 
wobei mindestens ein Nukleotid eine nachwei share Mar- 

35 kierung tragt und die VerlSngerving vom Methylie- 
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rungsstatus des jeweiligen Cytosins in der genomi- 
schen DNA- Probe abhSngt. 

13. Verfahren nach einem der voranstehenden Ansp ruche, 
5 dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Prodiikte 

und/oder Verlangerungsprodxikte und/oder Ligationspro- 
dukte fur die Detektion mit einer nachweisbaren Mar- 
kierung versieht. 

10 14. Verfahren nach einem der voranstehenden Ansprdche/ 
dadurch gekennzeichnet, dass die Markieningen Fluo- 
reszenzmarkierungen sind. 

15. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspriiche, 
15 dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen Radio- 

nuklide sind. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Markierungen der Nukleotide 

20 ablosbare Massenmarkierungen sind, die in einem Mas- 

senspektrometer nachweisbar sind. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die PCR-Produkte xind/oder 

25 Verlangerungsprodxikte und/oder Ligationsprodukte 

insgesamt im Massenspektrometer nachweist und somit 
dxirch ihre Masse eindeutig charakterisiert sind. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch 
30 gekennzeichnet/ dass man jeweils ein Fragment der 

PCR-Produkte und/oder Verlangerungsprodukte xind/oder 
Ligationsprodukte im Massenspektrometer nachweist. 



35 



19. Verfahren nach Anspruch lis, dadurch gekennzeichnet, 
dass man das Fragment des PCR-Produkts und/oder Ver- 
langenmgsprodukts imd/oder Ligationsprodukts durch 
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Verdau mit einer oder mehrerer Exo- oder Endonuklea- 
sen erzeugt. 

20. Verfaliren nach Aaspruch 18 und 19, dadurch gekenn- 

5 zeichnet, dass man zur besseren Detektierbarkeit im 

Massenspektrometer die erzeugten Fragmente mit einer 
einzelnen positiven oder negativen Nettoladung ver- 
sieht . 

21. Verfahren gemaS einem der voranstehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass man die PCR-Prodiikte 
\md/oder Verlangervingsprodukte vmd/oder Ligationspro- 
dukte mittels Matrix assistierter Laser Desorpti- 
ons/Ionisations Massenspektrometrie (MALDI-TOF) oder 
mittels Elektrospray Massenspektrometrie (ESI) detek- 
tiert und visualisiert- 

22. Verfahren nach einem der voremstehenden Anspriiche, 
wobei man die genomische DNA. aus einer DNA.- Probe er- 

20 halt, wobei Quellen fur DNA z. B. Zelllinien, Blut, 

Sputxim, Stiohl, Urin, Gehim-Ruckenraarks-Flussigkeit, 
in Paraffin eingebettetes Gewebe, beispielsweise Ge- 
webe von Augen, Darm, Niere, Him, Herz, Prostata, 
Lunge, Brust oder Leber, histologische Objekttrager 

25 und alle moglichen Korabinationen hiervon umfassen. 

23. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranste- 
henden Anspruche zur Diagnose und/ oder Prognose 
nachteiliger Ereignisse f<lr Patienten oder Individu- 

30 en, wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens 

einer der folgenden Kategorien emgehoren: uneirwiinsch- 
te Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankimgen; CNS- 
Fehlfunktionen, SchSden oder Krankheit; Aggressions- 
symptome oder Verbal tensstSrungen; klinische, psycho- 

35 logische iind soziale Konsequenzen von Gehimschadi- 

gungen; psychotische Stdanmgen und Personlichkeits- 
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stonmgen; Demenz und/oder assoziierte Syndrome; kar- 
diovaskulare Krankheit, Pehlf\mktion imd Schadigimg; 
Fehlfxinktion, Schadigung Oder Krankheit des gastroin- 
testinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder 
5 Krankheit des Atmungssystems; Verletzxmg, Entziindving, 

Infektion, Immnnitat imd/oder Rekonvaleszenz; Fehl- 
funktion, Schadigung oder Krankheit des Korpers als 
Abweichung im Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, 
Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des 
10 Bindegewebes oder der Knochen; endokrine und metabo- 

lische Fehlfunktion, Schadigung oder KranJcheit; Kopf- 
schmerzen oder sexuelle Fehlfxmktion. 

24. Verwendung eines Verfahrens nach einem der voranste- 
15 henden Ansprilche zur Dnterscheidung von Zelltypen o- 

der Geweben oder zur Untersuchung der Zelldif feren- 
zierung. 

25. Kit, bestehend aus einem Bisulfit enthaltenen Rea- 

20 genz, denaturierenden Reagenzien oder Losungsmitteln, 

sowie Radikalfangem vmd Primem zur Herstellung der 
Amplifikate, sowie eine Anleitung zur Durchfuhrxmg 
eines Assays nach einem der Anspriiche 1 bis 22. 
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(57) Abstract: Disclosed is a method for detecting 5-methyIcytosine in genomic DNA samples. First, genomic DNA from a DNA 
sample is chemically reacted with a reagent, S-methylcytosine and cytosine reacting differently. The pie-treated DNA is then ampi- 
fied with primers from a different sequence using a polymerase. In the following step, the amplified genomic DNA is hybridised to 
an oligonucleotide array and PCR products are obtained which must be provided with an identifying mark. Alternatively, the PCR 
products can be extended in a Primer Extension Reaction, the extension products also being provided with an identifying mark. The 
last step involves examining the extended oligonucleotides for the presence of the identifying mark. 

(57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein Verfahien zum Nachweis von S-Methylcytosin in genomischen DNA-Pioben. Zu- 
erst wird eine genomische DNA aus einer DNA-Probe mit einem Reagenz chemisch umgesetzt, wobei 5-Methylcytosin und Cytosin 
unterschiedlich reagieren. Anschliessend wild die vorijehandelte DNA unter Verwendung einer Polymerase mit Primem unterschied- 
licher Sequenz amplifiziert Im nSchsten Schritt wird die amplifizierte genomische DNA auf einen Oligonukleotid Array hybridisiert 
und PCR-Produkte erhalten, die mit einer Markierung versehen sein miissen. Altemativ kSnnen die PCR-Produkte in einer Primer 
Extention Reaktion verlangert werden, wobei auch die Verlangerungsprodukte mit dner Markierung versehen sind. Im letzten Schritt 
werden die verlSngerten Oligonukleotide auf das Vorhandensein der Markierung untersucht. 
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